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^ (57) Abstract: The invention relates to a method for producing a hydroxylation catalyst by: i) incorporating a cytochrome P450 
monooxygenase in a sol-gel matrix; ii) incorporating an enzymatic NADPH regeneration system in a sol-gel matrix, and; combining 
both constituents i) and ii) provided that they had not already been mixed together before incorporation. . 

fS 

(57) Zusammenfassung: Verfahren zur Herslellung eines Hydroxyllerungskatalysators indem man i) eine Cytochrom P450 Mohoc- 
ks xygenase in einer Sol-Gel Matrix einbettet, ii) ein enzymatisches NADPH Regenerationssystem in einer Sol -Gel Matrix einbettet, 
1^ und beide Komponenten i) und ii) zusammenfiigt, sofern sie nicht schon vor der Einbettung zusammengemischt waren. 
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Verfahren zur Herstellung eines Hydroxylierungskatalysators und seine Verwendurig 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung eines Hydroxylie- 
5 rungskatalysators auf Basis einer Cytochrom P450 Monooxygenase, sowie Verfahren 
zur Hydroxilierung organischer Substrate mittels dieser Hydroxylierungkatalysatoren. 

Cytochrom P450 Monooxygenasen (im folgenden CYP genannt) katalysieren die 
Hydroxyliemng einer Reihe hydrophober Substrate an aktivierten und nicht-aklivierten 
10 Kbhlenstoffatomen. Dabei wird ein Sauerstoffatom von O2 in das Substrat eingebaut, 
wahrend das andere Sauerstoffatom zu H2O reduzierl wird unter gleichzeitiger Oxidati- 
on von Nicotin-Adenin-Dlnukleotid (Phosphat) (NAD(P)H). Diese Hydroxilierung ge- 
schieht in vielen Fallen regie- und stereospezifisch. 

1 5 Eine besonders vielversprechende Cytochrom P450 Monooxygenase 1st das ursprung- 
lich aiis Bacillus megaterium klonierte Gen, im folgenden CYP BM-3 genannt. Es han- 
delt sich dabei um ein 119 kDa groBes naturliches Fusionsprotein, das aus einer Ham- 
enthaltenden Monooxygenase-Domane und einer FAD- und FMN-enthaltenden Reduk- 
tase-Domane zusammengesetzt ist (LP.Wen, AJ. Fuico, J. Biol. Chem.1987, 262, 

20 6676-6682; AJ.FuIco, R.T.Ruettinger, Life Sci. 1987, 40, 1769-1775). 

Die naturlichen Substrate fur CYP BM-3 sind langkettige Fettsauren (C12-C20), die 
ausschliesslich an den siibterminalen Positionen a>-1 , a)-2, a>-3 , teilweise mit hoher 
Enantioselektivitat hydroxfliert werden. Varianten des CYP BM-3 (sogenannte Muteine) 

25 zeigen auch eine Aktivita* gegenuber nicht-naturlichen Substraten wie kurzkettige Fett- 
sauren (Ost et al. FEBS Lett 2000, 486, 173-177 ; Li et al. Biochim. Biophys. Acta 
2001, 1545, 114-121), Indolen (Li et al. Chemistry 2000, 6, 1531-1536), polyzyklischen 
aromatischen Kohlenwasserstoffen (Li et al. Appl. Environ. Microbiol. 2001, 67, 5735- 
5739), Alkanen (Appel et al. J. Biotechnol. 2001, 88, 167-171) und Styrolen (Li et al. 

30 FEBS Lett. 2001 , 508, 249-252). 

Einer Anwendung dieser CYP im groBeren technischen MaBstab stehen immer noch 
die Probleme der geringen Stabilitat und der Produktabtrennung entgegen. Ein weiterer 
Nachteil ist die Abhangigkeit der CYP von teuren Cofaktoren wie NADPH. 

35 

Diese Probleme lassen sich teilweise dadurch iosen, daB die CYP immobilisiert fur die 
Hydroxilierungsreaktionen eingesetzt werden. Allerdings wird durch viele Immobilisie- 
rungsverfahren das Enzym zumindest teilweise inaktiviert Oder es besteht diff usions- 
kontrolliert eine limitierte Versorgung des Enzyms mit benotigten Cofaktoren und Sub- . 
40 strat. 
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Es bestand daher die Aufgabe, ein Verfahren bereitzustellen, da3 es eriaubt CYP mit 
hoher enzymatischer Aktivitat zu immobllisieren. 

Gegenstand der Erflndung ist ein Verfahren zur Herstellung eines Hydroxylierungsl<ata- 
lysators indem man 

5 i) eine Cytocfirom P450 l\/Ionooxygenase in einer Sol-Gel IVIatrix einbettet, 

ii) ein enzymatisches NADPH-Regenerationssystem in einer Sol-Gel l\/latrix 
einbettet, 

und beide Komponenten i) und ii) zusammenfQgt, sofern sie niciit schon vor der 
Einbettung zusammengemischt waren. 

10 

Cytochrom P450 Monooxygenasen (CYP) und ihr Einsatz bei Biotransformationen sind 
dem Faclimann beispielsweise aus E.T. Farinas et al. Adv. Synth. Catal. 2001 , 343, 
601 -606 Oder V. Uriacher and R.D. Schmid Curr. Opin. Biotechnol. 2002, 1 3, 557-564 
15 bekannt. 

Insbesondere sind solche CYP fur das erfindungsgemaBe Verfahren gut geelgnet, die 
urspriinglich aus ly/likroorganisrnen, insbesondere solchen der Gattung Bacillus isoliert 
worden sind. 

20 

Eine besonders gut geeignete Cytochrom P450 Monooxygenase ist das ursprunglich 
aus Bacillus megaterium klonierte Protein, im folgenden CYP BM-3 genannt. Es han- 
delt sich dabei um ein 119 kDa groSes naturltohes Fusionsprotein, das aus einer HSm- 
enthaltenden Monooxygenase:'Domane und einer FAD- und FMN-enthaltenden Reduk- 
25 tase-Domane zusammengesetzl ist (LP.Wen. A.J. Fulco, J. Biol. Chem.1987. 262, 
6676-6682; AJ.FuIco, RT.Ruettinger, Life Sci. 1987, 40, 1769-1775). 

Ausgehend von diesem CYP-BM-3 konnen Muteine durch rekombinante DNA Techni- 
ken produziert werden, die an bestimmten Aminosaurepositionen Verandemngen ge- 
30 genuber dem wildtyp CYP BM-3 tragen. 

Besonders fur das erfindungsgemaBe Verfahren geeignete Muteine sind solche, die an 
der Position 74 eine andere Aminosaure als Ala tragen, und/oder an der Position 87 
eine andere Aminosaure als Phe tragen und/oder an der Position 188 eine andere 
35 Aminosaure als Leu tragen und/oder an der Position 386 eine andere Aminosaure als 
Phe tragen. Die Veranderungen an den aufgefuhrten Positionen konnen entweder als 
Einzelmutationen oder auch kumuliert als Mehrfachmutationen eingefuhrt werden. 

Ein solches, wegen seiner groBen Substratbreite besonders gut geeignetes Mutein ist 
40 dasjenlge,das gegenuber der wildtyp CYP BM-3die folgenden drei Aminosauresubsfrtu- 
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tionen besitzt: Position 74 Ala ersetzt durch Gly, Position 87 Phe ersetzt durch Val, Pos 
188 Leu ersetzt durch Gin. Dieses MuXem kann insbesondere fur die Hydroxilierung 
von Alkanen und Aromaten eingesetzt werden. 

5 Ein weiteres besonders fur die Hydroxilierung von B-lonon geeignetes Mutein ist das- 
jenige,das gegenuber der wildt^p CYP BlVl-3die folgenden drei Aminosauresubstitutio- 
nen besitzt: Position 74 Ala ersetzt durch Glu, Position 87 Phe ersetzt durch Val, Pos 
386 Phe ersetzt durch Ser. 

10 

Die Einbettung von Enzymen in Sol-Gel Matrices ist in einem Ubersichtsartikel von 
LGIII, Chem. Mater. 2001, 13, 3404-3421 beschrieben. 

Besonders geeignete Sol-Gel Matrices fur das erfindungsgemaBe Verfahren sind sol- 
15 Che auf Kieselsaure Basis. Besonders geeignete Sol-Gel Matrices konnen aus Alkoxy- 
silanen, insbesondere aus Tetraalkoxysilanen vor allem Tetraethoxysilane (TEOS) und 
Tetramethoxysilane (TMOS) hergestellt werden. Zur Herstellung der Sol-Gel-Matrices 
und der Einbettung von CYP wird auf den o.g. Artikel von Gill venA/iesen (LGill, Chem. 
Mater. 2001 , 13, 3404-3421) auf den hiermit in vollem Umfang Bezug genommen wird. 

20 

Das enzymatische NADPH-Regenerationssystem (im folgenden NADPH -RS genannt) 
besteht aus einem NAD^ bzw NADP"^ abhangigen Enzym, das ein Substrat zu einem 
Produkt oxidiert unter gleichzeitiger Reduktion des NAD* zu NADH bzw. des NADP"*" zu 
NADPH. Geeignet sind dafur prinzipiell alle NAD* bzw. NADP* abhangigen Dehydro- 
25 genasen, insbesondere mikrobielte-.Dehydrogenasen und insbesondere Formiatde- 
hydrogenasen. 

Eine bevorzugte Ausfiihrungsforrh des NADPH-RS ist die NADP* abhangige Formiat- 
dehydrogenase (EC 1 .2.1 .2) im folgenden mit FDH abgekurzt aus Pseudomonas sp. 

30 101 . FDH katalysyiert die NAD* abhangige Oxidation von Fonmiat zu CO2. Die Vorteile 
dieses iSystems liegen bei den geringen Substratkosten (Formiat) und der leichten Ent- 
fernbarkeit des entstehenden Produkts ( CO2 ). Eine mutierte Form der FDH weist eine 
hohe Aktivitat mit NADP* auf und kann daher besonders gut als NADPH regenerieren- 
des Enzym in Kombination mit CYP eingesetzt werden. Diese besonders gut geeignete 

35 mutierte Form der FDH ist von Tishkov et al. Biotechnol. Bioeng. 1999, 64, 187-193 
sowie von Seelbach et al. Tetrahedron Lett. 1996, 37, 1377-1380 beschrieben. In die- 
sen genannten Dokumenten ist sowohl die naturliche als auch die mutierte FDH be- 
schrieben, sowie Verfahren zu ihrer Herstellung, insbesonders ihrer rekomblnanten 
Expression in E. coli. 

40 
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Die Einbettung von CYP und NADPH-RS in eine Sol-Gel Matrix kann gleichzeitig oder 
In getrennten Ansatzen erfolgen. Unter gleichzeltiger Einbettung versteht man, daB 
zuerst eine Zubereitung von CYP, bevorzugt eine Losung von CYP, mit einer Zuberei- 
tung von NADPH-RS, bevorzugt einer Losung von NADPH-RS, vereinigt wird und die- 
5 se vereinlgte Zubereitung anschlieBend in die Sol-Gel Matrix eingebettet wird. 

Unter einer getrennten Einbettung ist zu verstehen, daB eine Zubereitung von CYP, 
bevorzugt eine Losung von CYP, In eine Sol-Gel Matrix eingebettet wird und in einem 
zweiten Ansatz eine Zubereitung von NADPH-RS, bevorzugt einer Losung von 
10 NADPH-RS, In eine Sol-Gel Matrix eingebettet wird und anschlieBend diese belden 
Ansatze vereinigt werden,. 

Bevorzugt venwendet wird fur das erf indungsgemaBe Verfahren die getrennte Einbet- 
tung, da bei ihr auoh das stochiometrische Verhaltnis von CYP zu NADPH-RS noch im 
15 Nachhinein flexibel einstellbar Ist. 

Eln weiterer Gegenstand der Erfindung sind Zubereitungen, die eine CYP und ein 
NADPH-RS eingebettet in einer Sol-Gel Matrix enthalten. Solche Zubereitungen sind 
nach den oben beschriebenen Verfahren herstellbar. Diese Zubereitungen haben den 
20 Vorteil, daB es damit gelingt, Hydroxylierungskatalysatoren in stabiler, gut iagerfahiger 
Form herzustelien und fur den Einsatz bei spezifischen Hydroxiliemngsreaktionen be- 
reitzustellen. 

Bn weiterer Gegenstand der Erfindung sind Verfahren zur enzymatischen Hydroxylie- 
25 rung eines Substrates unter Verwendung eines der erfindungsgemaB herstellbaren 
Hydroxylierungskatalysatoren. Als Substrat geeignet sind eine Vielzahl von organi- 
schen Verbindungsklassen, insbesondere langkettige Fettsauren (C12-C20), die ins- 
besonders an den subterminaien Positionen co-1 , to-2, ci>-3 hydroxiliert werden, aber 
auoh kurzkettige Fettsauren (Ost et al. FEBS Lett. 2000, 486, 173-177 ; Li et al. Bio- 
30 chlm. Blophys. Acta 2001 , 1 545, 1 1 4 - 121 ), Indole (U et al. Chemistry 2000, 6, 1 531 - 
1536), polyzyklische aromatlsche Kohlenwasserstoffe (U etal. Appl. Environ. Microbiol. 
2001 , 67, 5735-5739), Alkane (Appel et al. J. Blotechnol. 2001 , 88, 1 67-1 71 ) und Sty- 
role ( U et al. FEBS Lett. 2001 . 508, 249-252). 

35 Die Umsetzung dieser Substrate mit dem erfindungsgemaB hergestellten Hydroxylie- 
rungskatalysator erfolgt unter dem Fachmann fur enzymatische Reaktionen bekannten 
Bedingungen. Die Reaktion kann In einem breiten Temperaturbereich zwischen 0 und 
70, bevorzugt zwischen 5 und 50 und besonders bevorzugt zwischen 10 und 40°C 
durchgefuhrt werden. 

40 
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Das zu hydroxylierende Substrat kann in einem organischen Oder waBrigen Losungs- 
mittel gelost oder suspendiert vorliegen, bei flussigen Substraten kann unter Umstan- 
den auch ganz auf die Zugabe von Ldsungsmittein verzichtet werden. Bevorzugt fur die 
Umsetzung ist ein Gemisch aus waBrigen und organischen Ldsungsmittein, insbeson- 
5 ders DMSO/Wasser. Besonders geeignet sind solche DMSO/Wasser Gemische bei 
denen DMSO 1 -1 0% v/v betragt. 

Die Hydroxilierungsreaktion kann batchweise Oder kontinuierlich durchgefulirt werde. In 
einer bevorzugten Ausfuhmngsfomi mit FDH als NADPH-RS wird die Reaktion konti- 
10 nuierlicin durchgefuhrt, wobei neben dem zu hydroxilierenden Substrat kontinuierlicli 
auch Formiationen der Reaktion zugefuhrt werden und das hydroxylierte Produkt sowie 
das entstehende CO2 kontinuierlich der Reaktion entnommen werden. 



. 15 Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele weiter veranschaulicht. 

Aktivitat und Stabilitat der Sol-Gel immobilisierten CYP BM-3 

Als Modellreaktion wurde die Hydroxilierung von p-Nitrophenoxydecansaure (10- 
20 pNCA) benutzt, die einen leichten photometrischen Nachweis des gebildeten Produkts 
p-Nitrophenolat eriaubt (Schwaneberg et al. Anal. Biochem. 1999, 269, 359-366). 

Nach Zugabe zur Reaktionsmischung bildet das immobilisierte Enzym eine trube Mi- 
schung. Daher waren direkte kinetische Versui^e zur Aktivitatsbestimmung des Sol- 
25 Gel-eingebetteten CYP BM-3 nicht moglich, Dgiher wurde die Aktiviat des Sol-Gel- 
eingebetteten CYP BM-3 durch Inkubation alfer Komponenten des Standard pNCA 
Tests fur eine bestimmte Zeitspanne bestimmt und anschliessendes Zentrifugieren um 
das gelbe Reaktionsprodukt vom festen Katalysator abzutrennen, bestimmt. Aus dem 
Uberstand wurde dann die Absorption bei 410 nm bestimmt. 

30 

Untersuchungen zur Langzeitstabilitat ergaben, daB die im Sol-Gel eingebettete CYP 
BM-3 bei 4°C wahrend 36 Tage keinen Aktivitatsverlust eriitt. Das freie Enzym wies 
eine Halbwertszeit von 26 Tagen auf bei Lagerung in 50 mM KPi und eine Halbwerts- 
zeit von 288 Tagen bei Stabilisierung mit 50% Glycerol. Die Halbwertszeit des Sol-Gel 
35 eingebetteten Enzyms ist betrachlich langer als diese 288 Tage. 

Das erfindungsgemaB immobilisierte Enzym weist auch bei 25X eine bemerkenswert 
hohe Stabilitat auf. Bei dieser Temperatur wird die Halbwertszeit auf 29 Tage be- 
stimmt. 
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Eine weitere selektive Hydroxilierungsreaktion wurde mit dem Sol-Gel-eingebetteten 
CYP BM-3 am Substrat n-Octan durchgefuhrt. Es wurden 79% des Eduktes hydroxi- . 
liert. Erhalten wurden die Regiolsomeren 2-Oktanol, 3-Oktanol und 4-Oktanol in einem 
molaren Verhaltnis von 1:2,1:1,6 (Gaschromatografisch nachgewiesen). 

5 

Eine weitere selektive Hydroxilierungsrealction wurde mit dem Sol-Gel-eingebetteten 
CYP BM-3 am Substrat Naphtalin durchgefuhrt. Es wurden 77% des Eduktes hydroxi- 
liert. Als Hauptprodukt wurde 1-Naphtol (85%) und als Nebenprodukt 2-Naphtol (15%) 
erhalten (Gaschromatografisch nachgewiesen). 

10 

Cofaktor Regeneration 



Zwei Moglichkeiten der erfindungsgemaBen Cofaktor-Regenerierung wurden unter- 
sucht. In einer ersten Reihe von Experimenten wurde die Co-immobilisierung von bei- 
15 den Enzymen (CYP und FDH) untersucht, in einer zweiten Reihe von Experimenten 
wurden beide Enzyme separat immobilisiert und anschliessend im Verhaltnis 1:1 (m/m) 
zusammengemischt. Die Einbettung erfolgte in beiden Fallen in eine TEOS Sol-Gel 
l\/latrix. 

20 Co-immobilisierte Enzyme aus der ersten experimentelien Reihe wurden in die p-NCA- 
Test gegeben mit einem zehnfachen UberschuB vOn p-NCA uber oxidiertes NADP^. 
Die Aktivitat der separat immobilisierten FDH in Kombination mit separat immobilisier- 
te CYP war betrachtlich hoher als bei den co-immobilisierten Enzymen. 

* v. A- 

25 Nach drei Stunden Reaktionszeit zeigten die co-ir^mobilisierten Enzyme einen Umsatz 
von bis zu 28% der pNCA Umsetzung, wahrend die Mischung aus separat immobili- 
sierten Enzymen zu einer Umsetzung von bis zu 75% fuhrte. 

Diese Ergebnisse machen es moglich, einen kontinuierlich arbeitenden Bioreaktor auf 
30 Basis eines Sol-Gel eingebetteten CYP mit NADPH-RS zu betreiben. 
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Verfahren zur Herstellung eines Hydroxylierungskatalysators indem man 

i) eine Cytochrom P450 Monooxygenase in einer Sol-Gel Matrix einbettet, 

ii) ein enzymatisches NADPH-Regenerationssystem in einer Sol-Gel Matrix 
einbettet, 

und beide Komponenten i) und ii) zusammenfugt, sofern sie nicht schon vor der 
Einbettung zusammengemischt waren. 



2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet , daB als Monooxygenasen 
Enzyme , die ursprunglich aus der Gattung Bacillus isoliert worden sind, verwen- 
det. 

15 3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dal3 die Monooxygenasen 
aus Bacillus megaterium isoliert worden sind. 

4. Zubereitungen enthaltend eine Cytochrom P450 Monooxygenase und ein en- 
zymatisches NADPH-Regenerationssystem in einer Sol-Gel Matrix. 

20 

5 Verfahren zur enzymatischen Hydroxylierung eines Substrates, indem man das 
Substrat mit einem Hydroxylierungskatalysator, herstellbar gemaB einem der 
Anspruche 1 bis 3 umsetzt. 

25 6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB als Substrat B-lonon 
eingesetzt wird. 
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